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Informacja o dotacji:

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego w
produkcji roslinnej na podstawie decyzji nr HOR hn-801-8/14, Zadanie nr 39

Tytul zadania w jezyku polskim:

Cecha wczesnosci kwitnienia u tubinu biatego i tubinu zoéttego — podstawy genetyczne
i molekularne

Tytul zadania w jezyku angielskim:
Early flowering traits of white lupin and yellow lupin — genetic and molecular backgrounds
Stowa kluczowe w porzadku alfabetycznym (do 7 stow):

fenotypowanie, mapowanie genetyczne, sekwencjonowanie DNA, sekwencjonowanie RNA, termin
kwitnienia, wernalizacja

Realizacje¢ zadania podzielono na cztery tematy badawcze.
Cel tematu badawczego 1:

Otrzymanie linii pokolenia Fs z krzyzéwek tubinu zottego QPRH444/14x3Parys i
QParysxdPRH444/14 oraz poznanie wymagan wernalizacyjnych wybranych linii z kolekcji tubinu
z06ttego.

W stacji Hodowli Roslin Smolice, Oddziat w Przebgdowie, wysiano nasiona z pokolenia F; obu
wariantow populacji mapujacej tubinu zo6ttego. Uzyskano plon z 200 linii z kazdej kombinacji
krzyzowkowej. Po recznej obrébce strgkow uzyskano nasiona w liczbie wystarczajacej (z rezerwa
dodatkowych 200 linii na ewentualne powtérzenia) do kontynuacji prac w nastgpnych latach.

Doswiadczenie ukierunkowane na ocen¢ terminu kwitnienia zostalo zatozone w warunkach
szklarniowych (z wernalizacja i bez wernalizacji). Badano 108 linii tubinu z6ttego otrzymanych ze
swiatowej kolekcji oraz linii rodzicielskich dwéch populacji mapujacych tubinu zéitego: polskich
(PRH444/14 i Parys) i australijskich (Wodjil i P28213). W wariancie bez wernalizacji 112 linii
osiggnelo faze wigzania pgkéw oraz poczatek kwitnienia, 106 linii koniec kwitnienia, a 97 linii faze
dojrzatosci (zbioru nasion). W wariancie z wernalizacjg 111 linii osiggne¢to faze wigzania pgkéw
oraz poczatek kwitnienia, za$ 110 linii koniec kwitnienia i faze¢ dojrzatosci (zbioru nasion). Innymi
stowy, bez wernalizacji 87% badanych linii wydato plon nasion, za$ z wernalizacja - az 98%. Przy
braku wernalizacji rosliny potrzebowaly $rednio ~63 dni do zawigzania pgkéw (min. ~42 / max.
~83), ~70 dni do poczatku kwitnienia (min. ~50 / max. ~91), ~82 dni do zakonczenia kwitnienia
(min. ~64 / max. ~98) i ~119 dni do dojrzatosci strgkow (min. ~105 / max. ~121). Przy



zastosowaniu wernalizacji terminy te byly krétsze o 10-12 dni. Zaobserwowano, ze linie wczesne
cechowaly si¢ relatywnie niewielka odpowiedziag na wernalizacje w postaci przyspieszenia
kwitnienia o maksymalnie 10 dni.

Wnhioski z realizacji tematu badawczego 1:

1. Cecha wczesnos$ci kwitnienia tubinu zéltego jest cecha ilosciowa, warunkowang przez kilka
niesprz¢zonych ze sobg genéw.

2. Linie rodzicielskie populacji mapujacych tubinu zoéltego istotnie réznig si¢ terminem
kwitnienia i wymaganiami wernalizacyjnymi, co umozliwia mapowanie cech ilosciowych.

Cel tematu badawczego 2:

Uzyskanie zestawu markeréw polimorficznych réznicujgcych linie rodzicielskie dwéch populacji
mapujacych w obregbie sekwencji homologéw gendéw uczestniczacych w procesie indukcji
kwitnienia oraz poznanie segregacji tych markeréw w liniach wsobnych populacji mapujacej
Wod;jilxP28213.

Prace prowadzone w ramach zadania w latach 2017-2018 doprowadzity do opracowania 10
markeréw dla populacji PRH444/14xParys oraz 23 markeréw dla populacji WodjilxP28213.
Markery te obejmujg m. in. dwa geny z grupy FLOWERING LOCUS T (FT) uznane na podstawie
profilowania ekspresji metoda RNA-seq za geny kandydujace. W 2019 roku generowano markery
dla pozostatych dwoch genéw FT wykazujacych zréznicowany profil ekspresji oraz dla genéw
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOCI) i FLOWERING LOCUS D
(FLD), cechujacych si¢ silng odpowiedzig na wernalizacje. Zaprojektowano 78 par starterow na
geny z grupy FT i 19 par na geny FLD i SOCI. Specyficzne produkty PCR uzyskano dla 77 par, a
sekwencjonowanie wykonano dla 40. Zidentyfikowano loci polimorficzne pomigdzy liniami
rodzicielskimi obu populacji mapujacych dla genéw FT oraz SOCI, a takze loci polimorficzne
pomiedzy liniami Parys i PRH444/14 dla genu FLD. Pomiedzy linig dzika P28213, a udomowiong
Wodjil 33% produktéw byto polimorficznych. Polimorfizm mi¢gdzy PRH444/14 a Parysem byt
nizszy (25%). Segregacje w populacji mapujacej odczytano dla 12 markeréw. Dla 8 markeréw
segregacja byta zgodna z oczekiwang (test Chi2, p-value 1E-04). Odchylenie segregacji wystapito
rozlokowano w grupach sprzezen, przy czym wartosci LOD dla markeréw z segregacja prawidtowa
wyniosty 16.9-28.3, za$ dla markeréw z segregacjg odchylong: 4.0-6.6. Dwa markery zmapowano w
dwdéch gtéwnych loci warunkujacych wezesno$¢ kwitnienia.

Wnhioski z realizacji tematu badawczego 2:

1.  Obserwowany poziom polimorfizmu mi¢dzy liniami wczesnymi a p6znymi tubinu zéitego jest
zblizony do tego, ktéry wystepuje u tubinu waskolistnego i1 biatego.

2. Cecha wczesnosci kwitnienia tubinu zéttego jest warunkowana przez co najmniej dwa geny
zlokalizowane w dwoch gtéwnych loci QTL.

3. Uzyskanie dalszego postgpu w badaniach genetycznych podstaw wczesnosci kwitnienia
tubinu zéttego bedzie mozliwe przy wykorzystaniu populacji mapujacej PRH444/14 x Parys,
poniewaz linia PRH444/14 jest najwczes$niejszg aktualnie znang linig tubinu z6ttego,
wykazujaca stabilny fenotyp w zakresie trzech lat doswiadczen.

Cel tematu badawczego 3:

Poznanie profilu ekspresji genéw uczestniczagcych w procesie indukcji kwitnienia w liniach
rodzicielskich dwéch populacji mapujacych w odpowiedzi na wernalizacjg.



Doswiadczenie zostato zatozone w warunkach kontrolowanych w Centrum Uprawy Roslin IGR (z
wernalizacjg i bez wernalizacji). Nasiona roslin niewernalizowanych byly wysiane 4 dni wczesnie;j,
aby zapewni¢ podobng liczbg¢ stopniodni. Materiat roslinny zebrany byl co tydzien. Badano
ekspresje czterech gendéw FT i genu referencyjnego (DRHI) wybranego na podstawie analizy
wynikéw sekwencjonowania transkryptomu metoda RNA-seq z roku 2018. Do izolacji RNA i
przepisania na cDNA oraz do ilosciowego PCR uzywano komercyjnych zestawéw (Promega). Byly
zastosowane po 3 powtdrzenia biologiczne dla kazdej z linii.

Wnhioski z realizacji tematu badawczego 3:

1.  Wyniki analizy ekspresji gendw ujawnily potencjalng funkcje¢ regulatorowg trzech genéw FT
w procesie indukcji kwitnienia tubinu z6ttego i uzasadniajg badanie polimorfizmu sekwencji
tych genéw w liniach kolekcyjnych.

2. Wyniki uzyskane dla tubinu zéttego potwierdzily wysoki stopien zachowawczos$ci regulacji
procesu indukcji kwitnienia w obrgbie roslin straczkowych. W tubinie waskolistnym gtéwnym
genem wczesnosci kwitnienia jest homolog z kladu F7cl, a w tubinie biatlym m. in. gen FTal.
U Medicago truncatula za wymagania wernalizacyjne odpowiada jeden z homologéw FTal,
za$ za reakcje na fotoperiod - gen z kladu FTh. U soi odpowiedz fotoperiodyczng warunkujg
geny z kladéw FTa i FTc, za$ u grochu gen FTal (locus GIGAS).



